




















1.广州中医药大学第一附属医院骨三科 (广东 广州 510405)　2.厦门大学生命科学学院 (福建 厦门 361005)
　　摘要:目的:用蛋白质组学的方法对绝经后骨质疏松症和中药作用机理进行研究 , 有利于临床防治该疾病。方
法:建立去卵巢大鼠骨质疏松症模型 , 设立中药治疗组及假手术对照组 , 6周后骨质疏松症模型成功 , 行骨形态学检
查 , 提取骨组织蛋白质样品 , 双向电泳分离 , 得到各组骨组织总蛋白质分子解剖图谱 , 用图像分析软件 , 分析各组间
差异蛋白质点 , MADITOF/MS 质谱分析 , 结合蛋白质生物信息库 (Matrix science Ltd database), 对各蛋白质初步鉴定。
结论:鉴定了 3个差异蛋白 , 分别为 P1 硫氧还蛋白过氧化酶 1 (Thioredoxin peroxidase 1), P2 为阻凝蛋白轻链肽 2




　　Bone Proteomic Analysis About Chinese Medicine Action On Rat Ovariectomy Model of Osteoporosis./Wang Haibin1　Liu
Jianren1　Fan Yueguang1　Xion Lihua1　He Wei1　Peng Xuanxian1　Wang Sanying1.∥1.Department of Orthopedic Surgery ,
First Affiliated Hospital of Guangzhou University of TCM (Guangzhou Guangdong 510405 , China) 　2.Center for proteomics , De-
partment of Biology , School of Life Sciences , Xiamen University (Xiamen Fujian 361005 , China)
　　Abstract　Objective:To study the mechanism about osteoporosis of OVX(ovariectomy)and Chinese Medicine action on osteo-
porosis in proteomics , it is of benefit to prevent and cure this disease.Methods:Bilateal OVX in rats was performed as osteoporosis
model.Rat was randomly divided into three groups:control group , osteoporosis model group and Chinese Medicine therapy group.The
pathology of bone was examined after 6 weeks.In the present proteomic study , we characterized the protential effects of OVX and Chi-
nese Medicine on protein expression in rat bones.Using two-dimensional gel electrophoresis , mass spectrometry , andMatrix science Ltd
database , we elementarily identified three variational proteins.Conclusions:Three proteins were identified as proteins similar to thiore-
doxin peroxidase 1 , Myosin light polypeptide 2 and ubiquitin-conjugating enzyme E2-17kD.These proteins have been demonstrated to be
postmenopausal proteins.These results can provide valuable experimental evidences for the research for the molecular mechanism of os-
teoporosis which was response to OVX and Chinese Medicine in bone.
　　Key words:Proteomics　Osteoporosis　Two-dimensional electrophoresis　Chinese Medicine
　　骨质疏松症是绝经后妇女常发生的一种慢性疾病 , 表现













1.1.1　动物来源　清洁级雌性 SD 大鼠 (由广州中医药大学
实验动物中心提供), 体重 0.18 ～ 0.22kg , 年龄 13 至 15 周 ,
在广州中医药大学实验动物中心标准清洁级动物房饲养。
1.1.2　试剂　丙烯酰胺 , 双甲叉丙烯酰胺 , Tris-base , SDS ,
巯基乙醇 , Triton X-100 , Urea , TEMED , 过硫酸氨和考马斯亮
兰 R250 等购自上海生物工程技术服务有限公司;两性载体电
解质和甘氨酸购自北京经科试剂公司;三氟乙酸 (TFA)为




中心提供 , 主要成分为木豆叶), 灌胃前制备成混悬液。





物房中饲养 3 ～ 5 天 , 随机分为假手术组 (10 只), 模型组
(20只), 中药治疗组 (20 只)。按照文献方法[ 5] , 术前常规
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周激素处理 , 并取样行骨骼形态学检查 , 确定骨质疏松造模
成功 , 用戊巴比妥钠腹腔注射麻醉后 , 放血处死 , 冰上操作 ,
迅速取下其肱骨及股骨骨干 , 剔除骨膜及两端软骨部分 , 用
蒸馏水反复冲洗 , 将残留血液冲洗干净 , 将骨放入 1.5ml 的
Eppendorf管 , 标记后置冻盒中 , 先在-20℃冰箱中预冻 30 分
钟后再转入-70℃冰柜中保存备用;也可直接取用新鲜骨提
取蛋白质样品。取 1g新鲜骨 , 放在盛有液氮的研钵里研磨粉
碎 , 并缓慢加入 3ml样品提取液 (1.44g 尿素 , 0.46g 硫脲 ,
0.12g CHAPS , 0.047gDTT , 0.015gTris-base , 30μl100mmol/ L
PMSF), 放在 4℃冰箱中裂解提取蛋白质过夜 , 约 14h 后取
出[ 6 , 7] 。然后 12000r/ min 离心 30min , 取上清液体放入 0.01 M
PBS中透析 24hrs , 取样品 , 加入 10 倍体积-20℃预冷的丙
酮 , -20℃冰箱中静置 2h , 10000r/min 离心 10min , 保留沉
淀 , 4℃中丙酮挥发 , 加入 5倍上清体积的裂解液 (7mol/L 尿
素 , 4% CHAPS , 100mmol/ L DTT , 40mmol/L Tris , 0.5%的两
性电解质 pH 5 ～ 7 , 2mol/ L 硫脲), 2h 后 10000r/ min 离心
10min上样。
1.4　双向电泳　双向电泳按文献[ 8]的方法稍做改进进行。用
pH 5 ～ 7 的两性电解质配制 IEF 胶条 。第一向预电泳 200V
15min , 300V 30min , 400V 2h , 上样后电压 400V 12h 后调到
600V 6h。电泳结束后用考马斯亮蓝 R250染色。GDS8000pc 凝
胶成像分析系统扫描 , 进行图像分析。
1.5　质谱样品的制备　比较三组双向电泳图谱 , 找到差异蛋
白 , 从胶上切下 , 切成 1mm3 大小置于 0.5ml 的 Eppendorf 管
中 , 按文献[ 9]的方法处理样品。
1.6　质谱分析　质谱样品使用德国 BRUKER公司的 ReFlexTM
ⅢMALDI-TOF 质谱仪进行分析 , 采用反射模式 , 离子源加速
电压1 为 20KV , 加速电压 2 为 23KV , N2激光波长 337nm , 脉
冲 3ns , 离子延迟 2000ns , 真空度 1.4×10-7Torr , 质谱信号单
次扫描累加 20次 , 用标准 Marker峰作为外标校正质谱峰 , 正
离子谱测定 , 获得肽质量指纹图谱。
1.7　数据库的查询　通过 Matrix science Ltd 网站提供的MAS-
COT 软 件 (http://www.matrix science.com/ cgi/ search_from_
select.html)进行查询 , 查询条件:分子量 、 等电点未作限
定 , 肽片断分子量的误差范围±0.2Da , 未水解的酶切位点数
为 2 , 蛋白种属选择大鼠 , 离子选择 [ M+H] +和 Monoiso-




死的大鼠取其近心段左胫骨行额状面去掉胫骨粗隆 , 置 70%
酒精固定 , 梯度脱水后 , 置于 58 ～ 60℃蜡中浸蜡 , 1 小时后
被包埋成蜡块。将包埋在蜡中的胫骨用电动切片机进行切片 ,
切成10μm 厚片置于透明载玻片上。于 40℃温度下进行烤片
30 ～ 40分钟 , 再用二甲苯脱蜡 , 95%酒精洗后 , 予以 “苏木
精伊红法” 染色。以苏木素染色 3～ 5 分钟 , 水洗 , 以 1%盐
酸 1份 、 80%酒精 10 份分化后 , 用自来水冲洗 , 再以伊红染
色 3～ 5分钟 , 水洗后用二甲苯浸泡 , 最后用棕树树胶封片以
进行骨形态计量学研究。我们可以观察到模型组骨小梁厚度
明显变薄 , 骨小梁数明显减少 , 骨小梁间隔明显稀疏。
2.2　大鼠骨组织蛋白双向电泳图谱的比较　空白对照组 、 骨
质疏松模型组及中药治疗组骨蛋白的双向电泳图谱如图 1 所
示。从图 1可见 , 三张图谱非常相似 , 蛋白点主要集在 pI 5
～ 7 和Mw 10～ 100KD区域。 从整个图谱来分析 , 肉眼可以辨
别约 300多个蛋白点 , 且蛋白点之间区分比较清晰 , 可以对
其进行蛋白质表达的差异分析。对 A 、 B 、 C三个不同对照组
大鼠骨组织蛋白双向电泳图谱比较 , 从中发现了 3 个差异明
显的蛋白 , 分别命名为 P1 , P2 , P3 , 其分子量依次约为
21.9kD , 18.9kD , 16.7kD。采用双向电泳图谱分析软件 (Ge-
nomic Solutions Investigator HT Analyzer version 2.02)对差异蛋白
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MALDI-TOF分析 , 得到各自的肽质量指纹图谱 , 如图 3 所示。
从图谱中可见 , 三个肽质量指纹图谱信号较强 , 基线平稳 ,
适合进一步数据库检索鉴定。根据得到的肽质量指纹图谱数
据 , 及分子量范围和其他有关参数 , 通过 Matrix science 网站








　　由搜索结果可看出 , P1 为硫氧还蛋白过氧化酶 1
(Thioredoxin peroxidase 1), P2为阻凝蛋白轻链肽2 (Myosin light
polypeptide 2), P3 为泛素化酶 E2-17KD (ubiquitin-conjugating
enzyme E2-17kD)。















P2 80 7 gi 6981238Myosin light polypep-
tide 2
4.82/ 1895.7
P3 34 4 gi4507777
ubiquitinconjugating




差异蛋白质点 , 从质和量两方面进行了比较 , 发现了三个差
异蛋白质点 , 分别命名为 P1、 P2 、 P3。
　　P1 搜索到一种蛋白质与之相匹配 , 即硫氧还蛋白过氧化
酶1。对硫氧还蛋白过氧化酶 1 的研究证实 , 硫氧还蛋白过
氧化酶是一种抗氧化剂蛋白 , 主要通过限制氧化反应活性来
起作用。硫氧还蛋白过氧化酶广泛存在于各种组织中 , 尤其
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管状细胞 、 心肌细胞和骨骼肌细胞以及某些神经细胞[ 10] 。以
往研究显示:硫氧还蛋白过氧化酶对红细胞及神经细胞的抗
氧化反应有帮助作用 , 主要是抑制其中的氧化分子的破坏力





上看 , P1在假手术组不表达 , 在卵巢切除雌激素缺乏模型组
以及药物治疗组表达 , 且卵巢切除雌激素缺乏模型组表达最
明显 , 治疗组表达减少。结合硫氧还蛋白过氧化酶与雌激素
各自在抗氧化反应中的作用 , 我们推断 , 两者在细胞或组织
中的抗氧化保护作用关系密切 , 从我们的研究来分析 , 卵巢
切除术后雌激素缺乏可以激发硫氧还蛋白过氧化酶过量表达
来发挥抗氧化作用 , 而经过我们中药治疗后 , 能够减少硫氧
还蛋白过氧化酶过量表达 , 说明我们的中药在治疗过程中 ,
与硫氧还蛋白过氧化酶有协同作用 , 具有抗氧化作用 , 从而
发挥抗骨质疏松的作用。
　　P2 经过数据库查询 , 找到一种相匹配的蛋白质 , 名称为
阻凝蛋白轻链肽 2。阻凝蛋白是一种广泛存在于真核细胞的
细胞骨架蛋白 , 它由两条重链和四条轻链构成。其中轻链又
可以分成两类 , 一种为碱性轻链 , 一种是二硝基安息香酸
(DTNB)可除轻链;其中二硝基安息香酸可除轻链简称为
MLC2 , 当它不与 Ca
2+结合时 , 常作为一种调节轻链存在[ 20] 。
阻凝蛋白与肌丝一起通过 ATP水解产生运动活性[ 13] 。目前仍
然没有阻凝蛋白与雌激素相关联的研究报道 , 但是目前已经











现象[ 17 ～ 19] 。此外 , 大鼠 OT (脑下垂体后叶荷尔蒙之一种)
mRNA , 能够在屏状核中被雌激素调高水平 , 相反 , 能够被甲
状腺素降低水平[ 20] 。作为基因产物 , PPE 和 OT 多肽能够促
进脊柱前弯症改变;相反 , 甲状腺素能够介导减少这些雌激
素感应的基因 , 以上事实可能说明一种机制 , 即甲状腺素能
够减低雌激素的功能[ 21] 。在我们的研究中 , 有趣地发现
MLC2 在卵巢切除术后雌激素缺乏组中过量表达 , 在中药治疗
组中表达又相对减少 , 这一方面提示 MLC2 在绝经后骨质疏
松症的发病中是一种重要的功能蛋白质 , 在一定环节上发挥
重要作用;另一方面 , 也提示中药在防治绝经后骨质疏松症




　　P3 经过数据库查询 , 找到一种相匹配的蛋白质 , 名称为
泛素化酶 E2-17KD。从我们的研究中发现 , 在模型组中 P3 高
表达 , 在假手术组和治疗组中表达降低。我们知道蛋白质的
泛素化是由许多酶调节实现的 , 目前已知有泛素激活酶 E1、
泛素化酶 E2 以及泛素联接酶。在这些酶中 , 不同的泛素化酶
E2成员及泛素联接酶成员作用机理基本一致 , 都具有相同的
酶作用底物及组织特意性。研究证实 , 泛素化酶 E2 具有广泛
的组织分布性 , 能够促进泛素小分子与靶蛋白结合 , 并选择
性地介导降解异常蛋白及短寿命的蛋白。泛素化酶 E2 成员还




在大鼠卵巢切除术后 10 天 , 雌激素泛素减少 , 这可能是由于
大鼠子宫中泛素水平增加的结果。研究显示:在移植术后 ,




现 , 在卵巢切除组中 , 泛素化酶 E2-17KD 过量表达 , 在中药
治疗组中则表达相对减少 , 这提示雌激素缺乏能够通过增加
泛素连接酶而促进蛋白质的泛素化;同时也提示经过中药治
疗后 , 能减少蛋白质的泛素化 , 从而起到防治骨质疏松的作
用。
　　总之 , 我们通过蛋白质组学研究的方法 , 研究卵巢切除
术后骨质疏松症模型组 、 中药治疗组以及假手术组的骨组织
蛋白质的表达变化情况 , 并利用质谱分析结合蛋白质数据库
查询 , 鉴定了其中的 3 个差异蛋白质点 , 分别为硫氧还蛋白
过氧化酶 1、 阻凝蛋白轻链肽 2 和泛素化酶 E2-17KD。经过分




机理 , 并为中药的作用机理找到确实的依据 , 为推广其临床
应用 , 提供了宝贵数据。
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　　摘要:目的:观察去垂体后壮医药线点灸对实验性脾虚大鼠下丘脑 、 胃 、 肠生长抑素 (Somatostatin , SS)的影响 ,
探讨壮医药线点灸治疗脾虚的机理。方法:用耗气破气加饥饱失常法建立 100 只实验性脾虚大鼠模型 , 经耳摘除脑垂
体。放射免疫分析法检测壮医药线点灸治疗前后下丘脑 、 血 、 胃 、 肠组织中 SS 的含量 , 并设立空线点灸对照 、 中药
四君子汤治疗对照 、 模型假手术对照 、 模型自然恢复对照及正常健康对照 , 对比分析各组的变化。结果:脾虚大鼠去
脑垂体后 , 下丘脑 、 胃 、 肠组织中的SS含量明显高于同期正常健康对照和垂体保留模型对照 (P<0.01);血中的 SS
含量低于同期正常健康对照和垂体保留模型对照 (P<0.01)。壮医药线点灸治疗后 , 除下丘脑的 SS 含量略有下降外 ,
胃 、 肠 、 血中的 SS 含量没有明显变化 , 治疗后与去垂体模型组比较无显著性差异 (P>0.05);中药组与去垂体模型
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of Folk Medicine (Nanning Guangxi 53001 , China)
　　Abstract　Objective:To explore the mechanism and effect of Medicated Thread Moxibustion of Zhuang Traditional Medicine
(MTMZ) on SS of pituitaryectomied rats in experimental spleen deficiency.Methods:100 model rats of spleen deficiency were estab-
lished by exhaustion , dissipating stagnant qi and irregular diet , then pituitaryectomied , as compared with the control group.Contents
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